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Procede et dispositif de culture de cellules a 

applications multiples 



L' invention concerne un procede et un dispositif 
de culture de cellules a applications multiples, 
destines notamment mais non exclusi vement a la 
culture de cellules hematopoiet iques {cellules 
sanguines, progeniteurs hematopoiet iques et cellules 
souches), au moyen d ' un bioreacteur, tel. par exemple 
que celui decrit dans le document EP-A-0474 847 . 

Les procedes et dispositifs de ce type ont ete 
beaucoup etudies dans la technique anterieure, en 
raison de 1 1 interet qu'ils presentent pour diverses 
applications telles que les greffes, la production de 
types cellulaires part iculier s , etc... 

On connait notamment, par la demande 
Internationale WO96/40858 de AASTROM BIOSCIENCES 
INC., un dispositif de culture de cellules 
biologiques, en particulier de cellules 

hematopoiet iques , comprenant une cassette dans 
laquelle est formee une chambre de culture, un 
reservoir d'un milieu nutritif contenant des facteurs 
de croissance, un reservoir destine a recevoir le 
milieu use, un sac de recolte de cellules et des 
moyens de connexion entre ces composants pour former 
un systeme ferme sterile. Ce dispositif est d'abord 
utilise sur un premier appareil pour le remplissage 
de la chambre de culture par le milieu nutritif, 
1 ' inoculation de cellules dans la chambre de culture, 
la repartition des cellules dans la chambre par 
agitation, puis sur un deuxieme appareil (un 
incubateur) pendant deux semaines au cours desquell.es 
la chambre de culture et le reservoir de milieu 
nutritif sont maintenus a des temperatures 
predet erminees , le milieu nutritif, de 1 ' oxygene et 



d'autres gaz sont amenes dans le dispositif avec des 
debits predetermines, les parametres de temperature 
et de debit etant definis pour correspondre a des 
conditions optimales de croissance des cellules et 
etant pour certains d'entre eux susceptibles de 
varier dans le temps conformement a un programme pre- 
etabli . 

L 1 inconvenient essentiel de ce dispositif connu 
est son manque d 1 adaptability et de variability, qui 
a pour consequence que ce dispositif est "fige" et 
destine a une application specifique, notamment en 
raison du fait que : 

le milieu nutritif utilise est un melange 
predefini et non modifiable en cours d 1 application, 
contenant des facteurs de croissance qui sont dilues 
et repartis de fagon homogene dans le melange de 
sorte que, ni la composition du milieu nutritif, ni 
la quantity de facteurs de croissance qu'il contient 
ne peuvent etre modifiees apres le debut de 
1 1 application, 

- il est impossible de regler separement les 
debits de milieu nutritif et de facteurs de 
croissance amenes dans la chambre de culture, 

- le programme qui definit une variation 
eventuelle du debit de milieu nutritif est pre-etabli 
(il est enregistre dans une memoire fournie avec le 
dispositif) , et ne peut etre modif ie en cours 
d' operation ou avant le lancement d'une operation, 

- la composition et le debit du melange de gaz 
amene dans le dispositif sont predefinis et 
invariables en cours d 1 application, 

- le dispositif est realise sous la forme d ! un 
"kit" a usage unique et automatise, destine a une 
application specifique et utilisable par du personnel 
medical non specialise a qui il est demande de suivre 
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a la lettre un mode d'emploi sans prendre la moindre 
initiative, 

aucun controle du processus de culture 
cellulaire n'est possible en cours d ' application . 

La presente invention a des ofojectifs tout a 
fait differents. 

Elle a pour objet un procede et un dispositif de 
culture de cellules permettant de modifier a volonte 
et a tout moment non seulement le debit, mais aussi 
la composition ou la nature d'un milieu nutritif 
amene dans une chambre de culture. 

Elle a egalement pour objet un procede et un 
dispositif du type precite, qui permettent de plus de 
modifier a volonte et a tout moment la composition et 
le debit d'un melange de facteurs de croissance amene 
dans la chambre de culture, ces modifications etant 
independantes des modifications precitees de la 
composition et du debit de milieu nutritif. 

Elle a encore pour objet un procede et un 
dispositif du type precite, qui permettent de 
modifier a volonte et a tout moment la composition et 
le debit du melange de gaz de ventilation amene dans 
la chambre de culture, ces modifications etant 
independantes des modifications precitees de la 
composition et du debit de milieu nutritif et de la 
composition et du debit du melange de facteurs de 
croi ssance . 

Elle a encore pour objet un procede et un 
dispositif du type precite, qui sont congus et 
realises pour avoir une pluralite d ' appl icat ions 
dif ferentes et non pour une application specifique et 
unique . 

Elle a encore pour objet un procede et un 
dispositif du type precite, qui sont utilisables 
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aussi bien comme outil de recherche que pour une 
application clinique ou autre, comme par exemple en 
milieu hospitalier pour la culture de cellules 
prelevees sur un patient ou un donneur, en vue d'une 
5 reinjection ulterieure. 

Elle a encore pour objet un procede et un 
dispositif du type precite, qui sont utilisables, 
moyennant des modifications mineures, avec des 
chambres de culture de volumes differents, couvrant 

10 une gamme allant de 1 millilitre a 1 litre environ. 

Elle propose, a cet effet, un procede de culture 
de cellules a applications multiples, en particulier 
pour l'entretien, la proliferation, 1 1 amplification 
ou la dif f erenciation de cellules en enceinte fermee, 

15 consistant a introduire des cellules dans cette 
enceinte, a l ! alimenter par des debits de gaz de 
ventilation, de milieu nutritif et de facteurs de 
croissance, et a recolter les cellules cultivees, 
caracterise en ce qu'il consiste egalement : 

20 -a disposer de plusieurs sources de composants 

ou de milieux nutritifs differents et de plusieurs 
sources de facteurs de croissance differents, 

- a determiner des compositions et des debits de 
melanges des differents composants ou milieux 

25 nutritifs et des compositions et des debits de 
melanges des differents facteurs de croissance, 
correspondant a 1 1 une envisagee des applications 
precitees , 

puis, au cours du deroulement de ladite 
30 application, a modifier a intervalles reguliers ou 
non les compositions et/ou les debits des melanges de 
composants ou de milieux nutritifs et des melanges de 
facteurs de croissance amenes dans l f enceinte, ces 
modifications pouvant etre effectuees independamment 
35 les unes des autres. 



De fagon surprenante, on a constate que la 
quantite de facteurs de croissance introciuite dans un 
bioreacteur de culture de cellules est un parametre 
sensible et critique au niveau de 1' expansion des 
cellules et que des variations meme relat ivement 
faibles de ce parametre autour d 1 une valeur optimale 
ont des effets notables sur I'expansion des cellules 
et la reduisent de fagon importante, alors que ces 
memes variations n 1 ont pratiquement pas d' influence 
sur I'expansion des cellules dans un systeme de 
culture statique (culture en poches). II est done 
part iculierement important, dans un systeme de 
culture a perfusion continue ou discontinue tel qu'un 
bioreacteur de pouvoir regler avec precision les 
quantites de facteurs de croissance amenees dans le 
bioreacteur. L' invention permet ces reglages pendant 
toute la duree d'une culture, quel que soit le type 
d ' application prevue (entretien, proliferation, 
amplification ou di f f erencia t ion de cellules) . 

II en est de meme en ce qui concerne la 
composition et le debit du milieu nutritif avec 
lequel on alimente le bioreacteur, 1' invention 
permettant de faire varier et de regler a volonte 
cette composition et ce debit. 

En particulier, cette alimentation en milieu 
nutritif peut etre continue ou discontinue. 

II en resulte d'une part une augmentation 
sensible du rendement d'un bioreacteur et d'autre 
part la possibility d'utiliser un meme type de 
bioreacteur pour differentes applications. 

Selon une autre caracter ist ique de I' invention, 
le procede consiste egalement a disposer de plusieurs 
sources de gaz differents, a determiner une 
composition et un debit d'un melange des differents 
gaz correspondant a 1. ' application envisagee, puis a 
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alimenter 1 1 enceinte par ce melange de gaz et, a 
intervalles reguliers ou non au cours du deroulement 
de 1 1 application, a modifier si necessaire la 
composition et/ou le debit du melange de gaz amene 
5 dans 1 ! enceinte. 

Ces possibilites de modification du melange de 
gaz alimentant 1' enceinte sont favorables a 
1 1 augmentation du rendement d 1 un bioreacteur et a la 
diversite des applications envisageables . 

10 Selon encore une autre caracteristique de 

1' invention, ce procede consiste egalement a 
controler, de fagon periodique ou non, le 
developpement des cellules dans ladite enceinte au 
cours du deroulement de 1 T application precitee et a 

15 modifier les compositions et/ou les debits des 
melanges de milieux nutritifs, de facteurs de 
croissance et de gaz en fonction des resultats de ces 
controles . 

Ces caracterist iques du procede selon 

20 l 1 invention permettent de definir pour chaque 
application, des conditions optimales d 1 alimentation 
d'une chambre de culture de cellules et des 
variations optimales dans ces conditions dans le 
temps, de controler a intervalles periodiques ou non 

25 le deroulement de 1 1 application et, en fonction des 
resultats de ces controles, de modifier autant que 
necessaire et aussi souvent que necessaire ces 
conditions d 1 alimentation et leurs variations. 

II en resulte une nette amelioration du 

30 rendement des cultures de cellules dans les diverses 
applications possibles . 

L 1 invention propose egalement un dispositif de 
culture de cellules a applications multiples, en 
particulier pour l'entretien, la proliferation, 

35 1 1 amplification ou la dif f erenciation de cellules, 



comprenant une enceinte fermee, des membranes 
microporeuses delimitant une chambre de culture dans 
ladite enceinte, des moyens ci' introduction de 
cellules dans ladite chambre, des moyens 
d 1 alimentation de l'enceinte en gaz de ventilation, 
en milieu nutritif et en facteurs de croissance, et 
des moyens de collecte des cellules, caracterise en 
ce qu'il comprend egalement des reservoirs de milieux 
ou de composants nutritifs differents, relies par des 
moyens de reglage de debit a un collecteur 
d * alimentation de ladite enceinte, des reservoirs de 
facteurs de croissance differents, relies par des 
moyens de reglage de debit a un autre ou au meme 
collecteur d' alimentation de l'enceinte, et des 
moyens de commande des moyens de reglage precites 
pour determiner, en fonction d'une application 
envisagee, la composition et/ou le debit d'un melange 
de milieux ou de composants nutritifs et la 
composition et/ou le debit d'un melange de facteurs 
de croissance amenes dans l'enceinte par le ou les 
collecteurs d ' al imentat ion precites et pour modifier 
ces compositions et/ou ces debits au cours du 
deroulement de 1 1 application . 

Avantageusement , ce dispositif comprend 

egalement des reservoirs de gaz differents, des 
moyens individuels de reglage de debit reliant ces 
reservoirs a un collecteur d 1 alimentation de ladite 
enceinte et des moyens de commande des moyens de 
reglage pour determiner la composition et/ou le debit 
d'un melange de gaz amene dans ladite enceinte en 
fonction de 1 ' application envisagee et pour modifier 
si necessaire cette composition et/ou ce debit de gaz 
au cours du deroulement de 1 * appl ica t ion . 
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L 1 invention sera mieux comprise et d'autres 
caracteristiques, details et avantages de celle-ci 
apparaitront plus clairement a la lecture de la 
description qui suit, faite a titre d'exemple en 
reference aux dessins annexes dans lesquels : 

la figure 1 est une vue schematique d 1 un 
dispositif de culture de cellules selon 1' invention ; 

les figures 2a, 2b et 2c sont des graphes 
illustrant 1' influence, dans une culture en 
bioreacteur, de la quantite de facteurs de croissance 
sur l f expansion de cellules nuclees, de progeniteurs 
granulomacrophagiques et de cellules souches ; 

les figures 3a, 3b et 3c illustrent cette meme 
influence dans une culture statique en poches. 

Le dispositif de culture represents 

schematiquement en figure 1 est destine en 
particulier, mais non exclusivement , a la culture, la 
proliferation, la dif f erenciation et/ou 

1 1 amplification de cellules biologiques, en 
particulier de cellules hematopoietiques , ce 
dispositif comprenant essentiellement un bioreacteur 
qui est de preference du type decrit dans le document 
EP-A-0474847 ou dans le document PCT/FR98/02548 , dont 
les contenus sont incorpores ici par reference. 

Pour l ! essentiel, ce bioreacteur (dont on 
trouvera une description detaillee dans les documents 
precites) comprend une enceinte fermee 10 a usage 
unique dans laquelle une chambre de culture 12 est 
delimitee par des membranes microporeuses 14 ayant 
une taille de pores comprise entre 0,1 et 5 \xm 
environ, formant des barrieres de confinement des 
cellules hematopoietiques et dont les 

caracterist iques sont determinees en fonction du type 
de cellules a cultiver. 
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Au moins une nappe de tubes capillaires 16 de 
circulation de gaz est disposee dans la chambre de 
culture 12, ces tubes etant des fibres creuses 
poreuses qui sont reparties regulierement entre les 
membranes 14 et qui sont reliees d'une part, en 
entree, a un collecteur d' alimentation 18 relie lui- 
meme a des moyens d 1 alimentation en gaz, et d'autre 
part, en sortie, a un collecteur de sortie 20 
raccorde a un reservoir 22 de stockage temporaire de 
gaz sortant, que 1 1 on peut eventuel lement analyser 
pour controler le deroulement d'une culture de 
cellules dans la chambre 12. 

Les moyens d ' aliment at ion en gaz comprennent, 
selon 1' invention, plusieurs reservoirs 24 contenant 
sous pression des gaz differents Gl, G2, ... , Gn 
(par exemple de l'oxygene, de 1' azote, du C0 2 , ...) 
et dont chacun est relie par un moyen individuel 26 
de reglage de debit au collecteur d 1 alimentation 18. 

L'enceinte 10 est d'autre part equipee de moyens 
d ' alimentation en milieu nutritif et en facteurs de 
croissance et de moyens de sortie de milieu nutritif 
use . 

Les moyens d ' al imentat ion en milieu nutritif et 
en facteurs de croissance comprennent plusieurs 
reservoirs ou recipients 28 contenant des milieux 
nutritifs differents Ml, M2, ... Mn (ou des 
composants differents de milieu nutritif) et qui sont 
chacun relies par des moyens individuels 30 de 
reglage de debit ou de quantite a un collecteur 32 
d ' alimentation qui forme melangeur et qui debouche 
dans l'enceinte 10 en-dessous de la chambre de 
culture 12, dans 1 1 exemple represents. Ces moyens 
d ' alimentation comprennent egalement des recipients 
34 contenant des facteurs de croissance differents, 
par exemple des cytokines differentes Ci, C2, C3, 
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. .., Cn, chaque recipient 34 etant relie par un moyen 
individuel 36 de reglage de quantite ou de debit a un 
collecteur d 1 alimentation qui peut etre le collecteur 
32 utilise pour 1 ' alimentation en milieux nutritifs 
ou un collecteur different, tel que celui represents 
en 38 en trait pointille, ce collecteur 38 debouchant 
dans l 1 enceinte 10 en-dessous de la chambre de 
culture 12, comme le collecteur 32, ou bien etant 
relie a celui-ci en amont de 1 ! enceinte 10 
eventuellement au moyen d'une chambre de melange. 

Les quantites utilisees de facteurs de 
croissance sont tres faibles, ce qui amene a diluer 
ces facteurs de croissance dans des milieux 
appropries, comme par exemple le milieu nutritif 
precite, pour pouvoir regler plus facilement et plus 
precisement les quantites ou les debits a introduire 
dans 1' enceinte 10. 

Un collecteur 40 de sortie de milieu use relie 
la partie superieure de I 1 enceinte 10, au-dessus de 
la chambre de culture 12, a un reservoir ou recipient 
42. 

Dans certains cas, une partie du milieu use 
sortant de 1' enceinte 10 par le collecteur 40 peut 
etre filtree et reinjectee dans cette enceinte, en- 
dessous de la chambre de culture 12. 

Une paroi laterale de 1 ! enceinte 10 est equipee 
de moyens 44 (schematises ici par une fleche) 
d ! injection ou d 1 inoculation de cellules a 
1 1 interieur de la chambre de culture 12 et de 
prelevement ou de recolte des cellules cultivees dans 
la chambre 12, ces moyens 44 etant d ! un type connu 
permettant d'injecter des cellules ou d'en prelever 
dans la chambre de culture 12 de fagon sterile. 

L 1 enceinte 10 est placee a 1 ' interieur d'une 
enceinte 46 thermostatee, qui est reglee a la 



temperature de culture souhaitee et a I'exterieur de 
laquelle se trouvent les moyens d' alimentation en 
gaz, en milieu nutritif et en facteurs de croissance 
et les reservoirs 22 de gaz sortant et 42 de milieu 
use. Les recipients 28 contenant les milieux 
nutritifs ou leurs composants et 34 contenant les 
facteurs de croissance sont eux-memes places a 
l'interieur d 1 une enceinte refrigeree 48. 

A I'exterieur de 1 ' enceinte thermostatee 46, ie 
ou les collecteurs d 1 alimentation debouchent dans un 
reservoir tampon 50 qui forme chambre de degazage et 
de remise en temperature et qui. est relie a 
1 ' alimentation de 1' enceinte 10, ce qui permet 
dVintroduire dans la chambre de culture un milieu 
nutritif et des facteurs de croissance ayant la 
temperature souhaitee pour la culture (par exemple 
37° C) . 

Les moyens 26 precites de reglage des debits des 
differents gaz Gl, G2 , Gn sont des vannes 

commandees d'un type connu, permettant de regler la 
pression et le debit de chaque gaz dans le collecteur 
d ' alimentation 18. 

Les moyens 30 et 36 de reglage des debits ou des 
quantites de milieux nutritifs et de facteurs de 
croissance introduits dans le ou les collecteurs 
d' alimentation 32, 38 sont des micro-pompes 
commandees telles que des pompes peristal tiques qui 
permettent de conserver la sterilite des milieux 
nutritifs et qui peuvent fonctionner sur des gammes 
de debit etendues, le debit de milieux nutritifs 
pouvant varier de 1 a 4 fois environ le volume de la 
chambre de culture par jour, ce qui correspond, pour 
une chambre de culture de 3 ml a des debits d' environ 
0, I a 0,5 ml/h par exemple, les alimentations en 
milieux nutritifs et en facteurs de croissance 
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pouvant etre continues ou discontinues. On peut 
egalement utiliser pour ces alimentations des moyens 
d ! injection commandes, du type pousse-seringue . 

Des moyens de commande 52, 54, avantageusement 
pilotes par ordinateur, sont associes aux divers 
moyens 26, 30 , 36 de reglage de debit ou de quantite 
decrits dans ce qui precede pour, d'une part, 
predefinir des conditions optimales d 1 alimentation de 
1 ! enceinte 10 en gaz de ventilation, en milieu 
nutritif et en facteurs de croissance ainsi que des 
variations optimales dans le temps de ces conditions 
d ' alimentation et pour, d 1 autre part, modifier ces 
conditions d 1 alimentation et leurs variations en 
fonction des resultats de controles eventuels 
effectues a intervalles periodiques ou non, du 
deroulement d'une culture a l'interieur de la chambre 
12. Ces controles peuvent etre effectues soit en 
utilisant les moyens 44 de prelevement de cellules 
dans la chambre de culture 12, soit sans intrusion 
dans la chambre de culture 12 en utilisant des moyens 
optiques d'un type connu. 

La multiplicity des possibilites de reglage des 
compositions et des quantites ou des debits de gaz, 
de milieu nutritif et de facteurs de croissance 
introduits dans 1 1 enceinte 10 permet d 1 adapter le 
dispositif selon l 1 invention a des applications 
diverses, telles par exemple que l ! entretien de 
cellules (consistant a maintenir vivantes des 
cellules pendant un certain temps in vitro) , la 
proliferation (phase de multiplication d'une 
cellule), 1 1 amplification (augmentation du nombre de 
cellules en consequence de la proliferation) , et la 
dif f erenciat ion (obtention de cellules matures ayant 
une specificite de type et de fonction) . 



On peut par exemple alimenter la chambre de 
culture par un melange d'un milieu nutritif et de 
plusieurs cytokines, faire varier le debit 
d ' alimentation conf ormement a un programme pre-etabii 
et/ou en fonction de controles du deroulement de la 
culture, puis alimenter la chambre de culture par un 
autre milieu nutritif propre a la conservation des 
cellules cultivees. On peut aussi changer de milieu 
nutritif en cours de culture, etc. 

Ces multiples possibilites de reglage permettent 
egalement d'optimiser le f onct ionnement du 
bioreacteur et son rendement, notamment grace a un 
reglage precis des quantites utilisees de facteurs de 
croissance, qui sont des produits tres couteux et 
dont les concentrations sont un facteur critique tres 
sensible de la culture de cellules en bioreacteur. 

On 1'a verifie tout d'abord au moyen 
d 1 experiences de maintien de cellules medullaires 
mononucleees pendant treize jours a une concentration 

5 

de 10 cellules/ml dans un milieu de culture 
contenant un melange de six cytokines differentes 
(essais A) et dans un milieu de culture identique 
mais ne contenant pas de cytokines (essais B) . Les 
resultats (qui sont la moyenne de trois experiences) 
sont indiques dans le tableau ci-dessous et sont 
exprimes en termes de fois d'expansion apres treize 
jours d 1 amplification par rapport au jour 0. 





Nombre de fois d'expansion 


cellules 


BFU - e 


CFU - GM 


Essais A 


4,71 ± 1,38 


1,24 ± 0,75 


9 ± 4 , 2 


Essais B 


0,12 ± 0,06 


0,08 ± 0,04 


0,24 ± 0,12 



BFU-e = progeniteurs erythroides 



CE^U-GM = progeniteurs granulo-macrophagiques 



14 



Le role de la concentration en facteurs de 
croissance a ete mis en evidence dans des essais 
comparatifs de culture de cellules en bioreacteur 
d'une part ( c ' est-a-dire dans un milieu de culture a 
5 perfusion continue ou discontinue de milieu nutritif 
et de facteurs de croissance) et d'autre part dans 
des poches ( c 1 est-a-dire en milieu statique) , les 
resultats de ces essais etant representes par les 
courbes des figures 2 et 3 . 

10 Dans ces figures, on trouve en abscisses la 

concentration des cytokines en pourcentage d'une 
concentration optimale correspondant a la valeur 100. 
En ordonnees, on trouve 1 ! expansion des cellules 
nucleees totales, des progeniteurs granulo- 

15 macrophagiques CFU-GM et des cellules souches LCT-IC, 
respectivement, en pourcentage de 1 ! expansion obtenue 
pour la concentration optimale de cytokines 
correspondant a la valeur 100. 

Les cellules nucleees totales comprennent des 

20 cellules matures, des progeniteurs et des cellules- 
souches . 

On voit, par comparaison des figures 2a et 3a 
illustrant 1* expansion des cellules totales, que 
cette expansion est peu sensible a la concentration 
25 de cytokines lorsqu'elle varie entre 50 et 200% de la 
concentration optimale dans un systeme de culture 
statique (figure 3a) alors qu'elle est reduite de 
moitie dans un bioreacteur lorsque la concentration 
de cytokines est de 50% ou de 200% respectivement de 
30 la concentration optimale (figure 2a) . 

Les memes constatat ions sont faites en ce qui 
concerne l 1 expansion des CFU-GM (figures 2b et 3b) et 
des LTC-IC (figures 2c et 3c) . 

Les essais dont les resultats sont representes 
35 aux figures 2 et 3 ont ete realises avec un melange 



de six cytokines differentes, pour lequel des 
expansions maximal.es de cellules nucleees totales, de 
CFU-GM et de LTC-IC ont ete obtenues dans un 
bioreacteur avec (a titre indicatif) une 
concentration de 100 ng de trois cytokines, 5 ng 
d'une quatrieme cytokine et 10 ng d'une cinquieme et 
d'une sixieme cytokine. Les figures 2a, 2b et 2c 
montrent que, quand la concentration de cytokines est. 
inferieure a la valeur optimale, 1' expansion des 
cellules totales, des CFU-GM et des LTC-IC est 
fonction de la quantite de cytokines et qu'au-dela de 
la valeur optimale de la concentration, 1 'expansion 
diminue nettement . 

Dans le mode de realisation represents en figure 
1, I 1 enceinte 10 comporte une alimentation "frontale" 
en milieux nutritifs et en facteurs de croissance. 
Elle pourrait etre equipee, en variante, d'une 
alimentation par filtration tangentielle comme decrit 
dans le document EP-A-0474 847 , cette alimentation 
comportant une nappe de tubes a paroi permeable aux 
milieux nutritifs. 
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REVENDI CAT IONS 

1 - Procede de culture cellulaire a applications 
multiples, en particulier pour l'entretien, la 
5 proliferation, 1 1 amplification ou la dif f erenciation 
de cellules dans une enceinte fermee (10), consistant 
a introduire des cellules dans cette enceinte, a 
l f alimenter par des debits de gaz de ventilation, de 
milieu nutritif et de facteurs de croissance, et a 
10 recolter les cellules cultivees, caracterise en ce 
qu'il consiste egalement : 

- a disposer de plusieurs sources (28) de 
composants ou de milieux nutritifs differents et de 
plusieurs sources (34) de facteurs de croissance 

15 differents, 

- a determiner des compositions et des debits de 
melanges des differents composants ou milieux 
nutritifs et des compositions et des debits de 
melanges des differents facteurs de croissance, 

20 correspondant a 1 * une envisagee des applications 
precitees , 

- puis, au cours du deroulement de ladite 
application, a modifier a intervalles reguliers ou 
non les compositions et/ou les debits des melanges de 

25 composants ou de milieux nutritifs et des melanges de 
facteurs de croissance alimentant 1 1 enceinte (10), 
ces modifications pouvant etre effectuees 
independamment les unes des autres. 

30 2 - Precede selon la revendicat ion 1, 

caracterise en ce qu ! il consiste a disposer de 
plusieurs gaz differents, a determiner une 
composition et un debit d'un melange des differents 
gaz correspondant a ladite application envisagee, a 

35 alimenter l 1 enceinte (10) par ce melange de gaz et, a 



intervalles reguliers ou non, a modifier s :i. 
necessaire la composition et/ou le debit du melange 
de gaz alimentant 1 'enceinte. 

3 - Procede selon la revendication 1 a 2, 
caracterise en ce qu'il consiste a controler, de 
fagon periodique ou non, le deveioppement des 
cellules dans ladite enceinte (10) au cours du 
deroulement de 1 1 appl icat i on precitee et a effectuer 
les modifications precitees des compositions et/ou 
des debits en fonction des resultats de ces 
cont roles . 

4 - Procede selon 1 1 une des revendicat ions 
precedentes, caracterise en ce que 1 ' alimentation de 
l f enceinte (10) en milieu nutritif est continue ou 
di scont inue . 

5 - Procede selon 1 ' une des revendicat ions 
precedentes , caracterise en ce que les cellules 
precitees sont des cellules hematopoiet iques . 

6 - Dispositif de culture de cellules a 
applications multiples, en particulier pour 
i'entretien, la proliferation, 1 1 ampli f icat ion ou la 
dif f erenciat ion de cellules, comprenant une enceinte 
fermee (10), des membranes microporeuses (14) 
deiimitant une chambre de culture (12) dans ladite 
enceinte, des moyens (44) d' introduction de cellules 
dans ladite chambre, des moyens d ' alimentation de 
I 1 enceinte en gaz de ventilation, en milieu nutritif 
et. en facteurs de croissance, et des moyens (44) de 
collecte des cellules, caracterise en ce qu'il 
comprend egalement des reservoirs (28) de milieux ou 
de composants nutritifs differents, relies par des 
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moyens (30) de reglage de debit a un collecteur (32) 
d 1 alimentation de ladite enceinte, des reservoirs 
(34) de facteurs de croissance differents, relies par 
des moyens (36) de reglage de debit a un autre ou au 
meme collecteur (38, 32) d 1 alimentation de 
1' enceinte, et des moyens (52) de commande des moyens 
de reglage (30, 36) precites pour determiner, en 
fonction d'une application envisagee, la composition 
et/ou le debit d'un melange de milieux nutritifs et 
la composition et/ou le debit d' un melange de 
facteurs de croissance, amenes dans 1 1 enceinte par le 
ou les collecteurs d ? alimentation precites, et pour 
modifier ces compositions et/ou ces debits au cours 
du deroulement de cette application. 

7 - Dispositif selon la revendicat ion 6, 
caracterise en ce que le ou les collecteurs (32, -38) 
precites sont relies a ladite enceinte (10) par une 
chambre (50) de degazage et de remise en temperature. 

8 - Dispositif selon la revendicat ion 6 ou 7, 
caracterise en ce qu f il comprend des reservoirs (24) 
de gaz differents, des moyens (26) de reglage de 
debit reliant ces reservoirs a un collecteur (18) 
d ' alimentation de ladite enceinte et des moyens (50) 
de commande des moyens de reglage (26) pour 
determiner la composition et le debit d 1 un melange de 
gaz amene dans ladite enceinte en fonction de 
1 1 application envisagee et pour modifier si 
necessaire cette composition et/ou ce debit au cours 
du deroulement de 1 1 application . 

9 - Dispositif selon 1 1 une des revendications 6 
a 8, caracterise en ce que les cellules precitees 
sont des cellules hematopoietiques . 



1/2 




2/2 



150- 



100-- 



50- 



0 



Bioreacteur 
cellules 
totales 



— % 



20 50 100 200 

FIG.2a 



150- 



100-- 



50- 



0 



Poches 
cellules 
totales 



— % 



20 50 100 200 

FIG.3a 



150- 



100- 



50- 



0 



CFU-GM 



rn n 



20 

FIG.2b 



50 100 200 



li CFU-GM 



150- 



100- 



50- 



0 



20 50 100 200 

FIG.3b 



- % 



LTC-IC 



150- 



% 

150- 



100- 



50- 



0 



i — i 



100- 



50- 



20 

FIG.2c 



50 100 200 



0 



LTC-IC 



20 50 100 200 

FIG.3c 



